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論文内容の要旨
[目的]
創傷上皮の先導部 (leading edge) は、創傷治癒の方向と速度を決定し細胞の動きを調節する上で重要な働きをし
ている。その先導部先端の上皮細胞に細胞から細胞へとアクチンフィラメントのケーブルが現われ、創傷周囲をリン
グ状に取り囲む。このアクチンフィラメントのケーブルは収縮性の‘財布のひも'様に働いて、創傷の閉鎖を補助す
ると考えられている。この‘財布のひも'仮説を検証することを目的として、ケーブルが細胞膜に挿入する部の細胞
間結合とケーブル自身に関与する分子を同定し、さらにケープ、ルを機能阻害抗体によって破壊したときの影響を調べ
た。
[方法]
BALB/c マウスの角膜上皮を直径 2mm の円形に基底膜を残して剥離し、生体内で 18 時間治癒させた後に固定後、
全眼球に対し免疫染色と Fアクチンのラベルを行った。 1 次抗体として E-カドヘリン、カテニン (α 、。、 γ) 、
zo・ 1、オクルーディン、ミオシン H に対する抗体を、 2 次抗体として FITC 標識 IgG を使用した。 Fアクチンの染色
にはローダミン標識フアロイディンを用いた。アクチンフィラメントのケーブルにカテニンとミオシンE が直接結合
しているかどうかは、固定前に CSK緩衝液により抽出を行う固定前抽出法によって調べた。機能限害実験は E-カド
ヘリンの機能阻害抗体 ECCD-1 を用いて、創傷作成 18 時間後の角膜に生体内で行い、固定後 F-アクチンをラベルし
た。染色された角膜を切り出しスライドグラス上に全マウントして共焦点レーザー顕微鏡で観察し、尖頂部から基底
部にかけて角膜上皮をスキャンして 8 枚の光学切片を得て、画像を再構成した。
[成績]
E-カドヘリンは隣り合う先導部先端の上皮細胞が接する細胞膜に沿って存在していた。 zo・ 1 とオクルーディンは
同部位には存在せず、先導部先端の細胞より後方の尖頂細胞聞に存在して、タイトジヤンクションを形成していた。
固定前抽出法によって α" と 0 ・カテニンはとくにアクチンフィラメントのケーブルが細胞膜に挿入する部位に著明に
存在していた。これらのことより、ケーブルが挿入する部の細胞間結合はアドヒアランス結合であることが示されたo
Eカドヘリンの機能阻害抗体は 30 分後にすで、にケーブルを破壊し、先導部先端の細胞に著明なラメリボディアの形
??
成を誘導して創傷縁を不規則な形態にした。この効果は可逆性で、あった。ミオシン E はケーブルに沿ってビーズ状に
結合していることが固定前抽出法によって観察された。
[総括]
創傷上皮の先導部先端の細胞に特異的なアクチンフィラメントのケーブルは、細胞間結合として機能的な Eカドヘ
リンが介在するアドヒアランス結合によって繋がれていることが証明された。さらに E-カドヘリンの機能阻害実験に
より、アクチンフィラメントのケーブルは先導部先端の細胞の動きに協調性を与えるという役割を持つことが示され
た。ミオシン Eがケーブルに沿って結合していることは、創傷上皮が‘財布のひも'様式に閉鎖するための力がアク
チン・ミオシン H相互作用により生じることを示唆する。アクチンフィラメントのケーブル、アドヒアランス結合、ァ
クチン・ミオシンE相互作用は収縮性の‘財布のひも'構造に付属する根本的な構成要素であり、先導部先端の細胞の
動きはこの構造によって協調性を与えられているということがわかった。
論文審査の結果の要旨
重症角膜上皮欠損が遷延すると恒久的な角膜混濁を来たし、著しい視力障害を来たす。したがって眼科領域では、
角膜上皮の速やかな創傷治癒を期して種々の治療法が開発されてきた。角膜では、他組織と同様に創傷上皮の先導部
先端は 1 層の平坦な細胞Cleading edge 細胞)で形成されており、この leading edge 細胞に創傷周囲を輪状に取り囲
むアクチンフィラメントのケーブルが出現することが知られている。また、このケーブルが「財布の紐J 様に収縮し
て創傷上皮先端部の閉鎖を促す「財布の紐J 仮説が提唱された。
本研究では、マウス角膜上皮の生体内創傷治癒系において創傷角膜上皮を免疫組織化学的手法で共焦点レーザー顕
微鏡を用いて観察することにより、ケーブルが leading edge 細胞聞に挿入する部位の細胞間結合の同定、ケーブル自
身に結合する分子の同定、ケーブルの破壊実験を行った。その結果、 1 )ケーブルをつなぐ細胞間結合が E-cadherin
と catenin が介在するアドヒアランス結合であること、 2) ケーブルに結合したミオシンEが‘財布の紐'様式に創
傷上皮が収縮する力を生じている可能性、 3) ケーブルを E-cadherin の機能阻害抗体によって破壊することにより
leading edge の形態が著~く不規則になったことから、ケーブルが leading edge 細胞の動きに協調性を与えているこ
とを明らかにした。これらの結果は上皮創傷治癒において細胞・基質問の接着だけでなく、細胞・細胞結合も重要な働
きをしていることを示唆している。
本論文は角膜上皮創傷治癒機転における「財布の紐J 仮説を実証したものであり、難治性角膜上皮障害の病態解明
と治療に大いに貢献すると考えられる。以上より、本論文は学位論文に値するものと認める。
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